Cloning and optimization of expression and purification of the catalytic domain of adenylate cyclase toxin from an Iranian strain of Bordetella pertussis by Hashei jezeh, H. et al.
 36-27/ 5931 / فروردین و اردیبهشت1شماره ، 81مجله دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد/ دوره 
 مقاله پژوهشی
 ،120-53550466 تلفن: -یشناس یگروه باکتر -رانیپاستور ا تویانست یشناس کروبیم قاتیمرکز تحق -تهران نویسنده مسئول:*
 moc.oohay@hethserefihgarehchahs :liam-E
 36
 نیتوکس یتکیکاتال نیدم صیو تخل انیب طیشرا یساز نهیبه ،یهمسانه ساز
 رانیا یبوم هیسو کیاز  سیبوردتلا پرتوس کلازیس لاتیآدن
 
 *3ی، فرشته شاهچراغ3ی، فرزاد بادمست2یآران یباغبان مهی، فه1جزه یهاشم هیهان
  ،یدانشگاه آزاد اسلام ،یوتکنولوژیو ب کیگروه ژنت2 ران؛یا ن،ی، ورامشوایپ نیواحد ورام ،یدانشگاه آزاد اسلام ،یولوژیکروبیگروه م1
 .رانیتهران، ا ران،یپاستور ا تویانست یشناس کروبیم قاتیتحق مرکز ،یشناس یگروه باکتر3 ران؛یا ن،یورام شوا،یپ نیواحد ورام




























یک   )hguoc gnipoohW ,sissutreP(سیاه سرفه
بیماری منحصراً تنفسی است که عامل آن یک 
کوکوباسیل، گرم منفی، هوازی، غیر تخمیری، بدون 
  )sissutrep alletedroB( بوردتلا پرتوسیس اسپور به نام
، توسط 6091. این باکتری در سال )2،1(باشد  می
نها میزبان طبیعی بوردت و ژانکو شناسایی شد و انسان ت
 که در تمام جهان منتشر شده این بیماری .)3( آن است
جمعیت های متراکم یک بیماری اندمیک و با یک  در
همچنین  ؛سال به صورت اپیدمیک نیز می باشد 3-5سیکل 
با وجود اینکه سیاه سرفه جز بیماری های قابل پیشگیری با 
انی واکسن می باشد، طی گزارشات سازمان بهداشت جه
میلیون مورد ابتلا به سیاه سرفه در سراسر  71 ،3002در سال 
مورد آن  000972که از این تعداد  هجهان گزارش گردید
 ).5،4( شده استمرگ و میرباعث 
 چکیده:
کی از فاکتور های ویرولانس ی )TCA =nixoT salcyc etalynedA( توکسين آدنيلات سيکلاز زمينه و هدف:
، در CAمينه، به نام آاسيد  004ترشحی و ایمونوژنيک بوردتلا پرتوسيس است که دارای یک دمين کاتاليزوری با 
در سلول یوکاریوت نقش مهمی  PMAcباشد. این دمين با تحریک غير قابل بازگشت  ترمينال خود می -Nناحيه 
 ند و به عنوان یک ابزار زیست شناسی سلولی بوده و در داروهای در ایجاد بيماری سياه سرفه ایفا می ک
به  CAيه ناحبالایی از بيان  دستيابی بهمطالعه،  اینهدف از  لذا؛ مورد استفاده قرار گرفته استنيز  ضد سرطانی
کيت های  ه یواکسن، ادجونت و یا تهي استفاده از آن دربررسی خواص آنتی ژنيک آن در جهت  منظور
 .باشد ی میتشخيص
در  کلون و a82TEp در وکتور و تکثير RCP توسط واکنش ،CAدر این مطالعه تجربی، قطعه  روش بررسی:
و  EGAP SDSتوسط ژل پروتئين آناليز  پس از بهينه سازی شرایط بيان، بيان و، )3ED(12LB iloc.E باکتری
 صورت پذیرفت. )ATN-IN( ستون کروماتوگرافیبر روی  آنتخليص و سپس وسترن بلات انجام 
 GTPIکلون شده و تحت سيستم بيانی القا شونده توسط  a82TEpبا موفقيت در وکتور بيانی  CAقطعه  یافته ها:
  درجه می تواند قابليت حداکثر بيان با بازدهی 73ساعت در دمای  4ميلی مولار، پس از  0/5با غلظت 
 % را داشته باشد.59خلوص  و ميلی گرم بر ليتر 52
، می توان بيان بالای دمين کاتاليزوری GTPIميلی مولار  0/5این مطالعه نشان داد با القای تنها  تيجه گيری:ن
تشخيصی  با حداکثر ميزان خلوص را دارا بود که این ميزان برای اکثر کاربردهای تحقيقی و ،TCAپروتئين 
 .مناسب است
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حائز  ضروری و از فاکتورهای ویرولانس یکی
 سیکلاز آدنیلاتن توکسی ،پرتوسیس بوردتلا اهمیت
 به notaEو  refnoCاولین بار توسط  که است )TCA(
). این 6( شناخته شد این باکتریعنوان سم ترشحی 
 ، دارای یک 002aDK توکسین با وزن مولکولی
آمینو اسیدی است که  6071پلی پپتیدی  ه یزنجیر
 004، با CAمتشکل از یک ناحیه کاتالیزوری به نام 
 ه یترمینال و یک ناحی -N آمینو اسید در قسمت
آمینو اسید در قسمت  6031با  XTRمشخص همولیزین 
ترمینال می باشد که ورود بخش کاتالیزوری به  -C
کاتالیزوری  ه ی. ناحی)7( داخل سلول را تسهیل می کند
 ، شامل 81 aDK بخش است: بخش 2خود شامل 
سلول و  PMAcو مسئول افزایش  1-422اسید آمینه 
که  522-993، شامل اسید آمینه 52 aDK یک بخش
. این می باشدسلول میزبان لمودولین مسئول اتصال به کا
ناحیه پس از اتصال به کالمودولین که برای فعالیتش 
ضروری است، با فعالیت آنزیمی خود باعث تبدیل غیر 
 همچنین ؛)8،2می شود ( PMAcبه  PTAقابل بازگشت 
این پروتئین باعث مهار فاگوسیتوز با واسطه کمپلمان 
بیماری سیاه سرفه  شده و از این رو نقش مهمی در ایجاد
که با فعالیت  به دلیل القای آپوپتوزیس ،TCA). 9دارد (
صورت می گیرد، نقش کاربردی مهمی در  CAدمین 
افزایش اثرات آپوپتوتیک داروهای ضد سرطانی 
می تواند به عنوان  ). این دمین01-21مختلف دارد (
یک ابزار زیست شناسی سلولی نیز مورد استفاده قرار 
ه این ترتیب که با فیوژ شدن به پروتئین های بگیرد، ب
 دیگر می تواند باعث انتقال پروتئین از باکتری به 
سلول های یوکاریوت شده وبه عنوان یک گزارشگر 
پروتئینی  TCA. )31انتخابی ایفای نقش کند (
به  ایمونوژنیک است و به دلیل داشتن این ویژگی اخیراً
سرویکال، در  عنوان یکی از اجزای واکسن درمانی
درمان تومورهای واژن مورد استفاده قرار گرفته و در فاز 
همچنین به ؛ )41( اول راست آزمایی بالینی می باشد
این فاکتور، به  استفاده از دلیل خواص ادجونتی بالا اخیراً
عنوان کاندید در ساخت واکسن آسلولار سیاه سرفه و 
. از )51همچنین بیماری های دیگر مطرح شده است (
بر اساس گزارشات ارائه شده از مرکز مدیریت  طرفی
بیماری ها در ایران آمار میزان بیماری با وجود پوشش 
در سال های اخیر افزایش % 99واکسیناسیون، حدود 
یافته که می تواند ناشی از بی کیفیتی واکسن ها یا وجود 
 ).61( سوش های پلی مورفیسم باشد
  ،بالا اشاره شد، همان طور که در از این رو
به دلیل نقش دمین کاتالیتیکی آدنیلات سیکلاز در 
 بیماری زایی و نقش کاربردی آن در پزشکی، در 
های اخیر توجه دانشمندان را جهت مطالعه این ناحیه  سال
 ،)81،71( و کلونینگ و بیان آن به خود جلب کرده است
ن ولی تاکنون گزارشی مبنی بر بهینه سازی شرایط بیان ای
سایر کشورها صورت نگرفته است. تنها  دمین در ایران و
دیگر  شرایط تولید پرتوسیس توکسین نوترکیب که از
فاکتورهای ویرولانس و حائز اهمیت بوردتلا پرتوسیس 
می باشد، جهت استفاده در واکسن آسلولار سیاه سرفه، 
از انجام هدف  لذا ،)91در ایران بهینه سازی شده است (
 یک  از TCAژن   CAقطعه استخراج مطالعه این
  بومی ایران و کلون آن در وکتور مناسب و ه یسوی
دسترسی به حداکثر  بیان در باکتری به منظور بهینه سازی
استفاده از آن در طرح های وسیع تری،  بیان، جهت
همچون بررسی خواص آنتی ژنیک آن در جهت تولید 
 ه یا تهیواکسن، بررسی اثر آن به عنوان ادجونت و ی
کیت های تشخیصی می باشد. اهمیت این موضوع زمانی 
مشخص تر می شود که یادآور شویم تهیه واکسن بر 
بومی این میکروارگانیسم به خاطر تنوع  ه یعلیه سوی
ژنتیکی این سویه در مناطق مختلف، دارای کارایی بالاتر 
 در جمعیت ایرانی خواهد بود.
 
 :بررسیروش 
ه تجربی می باشد. ابتدا این تحقیق یک مطالع
 کروموزومی، ANDجهت کشت باکتری و استخراج 
 در ایران که پس از  بوردتلا پرتوسیس شایع سویه
نمونه گیری از نازوفارنکس بیماران مشکوک به سیاه سرفه 
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 نهایت تکمیلی از قبیل سیترات، حرکت، اوره و در
 اسیون توسط آنتی سرم های بوردتلا پرتوسیس درآگلوتین
 از ذخیره و گردید انتخاب ،شد ییدأت ایران پاستور انستیتو
 )ocfiD( لو رگان محیط در گلیسرولی محیط باکتری در
 دمای در ساعت 27 مدت به محیط .)61( شد داده کشت
  هسوی مراحل تمام گردید (در انکوبه درجه 73
 تهیه )7979 CCTA sissutrep.B( بوردتلا پرتوسیس
 به شناسی میکروب بخش ایران، انستیتوپاستور از شده
سپس به  ؛شد) گرفته نظر در مثبت کنترل سویه عنوان
 ، سوسپانسیون آن در بافر باکتری منظور لیز
در  و یههت enilas dereffub-etahpsohP(= )SBP
پس از  .قرار گرفت Kپروتئیناز  و لیزوزیممجاورت 
ستفاده از کیت استخراج ان مرحله باکتری لیز و بااتمام ای
باکتری  AND، طبق پرتکل )ehcoR ،ynamreG( AND
بامورد نظر ANDاستخراج شد. کیفیت و کمیت 
 و با %0/8آگارز ژلرویبرآنالکتروفورز ازاستفاده
 و  هایموجطولدرنوریچگالیگیریاندازه
مربوط  توجه به توالی با ).02آمد (دستبهنانومتر 
 ، موجود در بانک ژنی)lanimret-N( به ناحیه آنزیمی
  )IBCN =noitamrofnI ygolonhcetoiB rof retneC lanoitaN(
 
 و با استفاده از نرم افزارهای بیوانفرماتیکی 
فاصله  derpCBA و derpecB ،cinegitnA ssobmE
یید أیت آنزیمی تبه عنوان دمین دارای فعال 0021تا  1نوکلئوتیدی 
، hcneb krow niam CLCبا نرم افزار  در نهایت گردید.
 رفت و برگشت (شرکت تکاپو زیست، ایران)پرایمرهای 
 ).1شماره طراحی شدند (جدول 
 
 پرایمرهای مورد استفاده در این تحقيق: 1 شماره جدول
 پرایمر نوع جایگاه آنزیم محدودکننده
 drawroF remirP CGGACTACGCTAACGACGTATACATA IedNکننده  دارای جایگاه برش آنزیم محدود
 esreveR remirP GCGTCACCTTGCGGTCCTATTCGAAAGTA IIIdniH دارای جایگاه برش آنزیم محدود کننده
 
واکنش زنجیره ای پلیمراز  ANDپس از استخراج 
 ) satnemreF، ainautiL(  ufpدر حضور آنزیم )RCP(
 د نظر در حجم نهایی مورمنظور تکثیر ژن  به
 RCPسپس کل محصول  میکرولیتر صورت گرفت. 52
 % بار گذاری وپس از 0/7بر روی ژل آگارز 
رنگ آمیزی ژل با اتیدیوم برماید ،باند مورد نظر از روی 
 کیت استخراج از ژل ژل بریده و طبق دستوالعمل
خالص سازی گردید. پس از آن ) ehcoR، ynamreG(
 پلیمراز  qaTه با آنزیمخالص شد RCPمحصول 
 به مدت  PTAdدر حضور  )satnemreF، ainautiL(
پس از  گراد قرار گرفت و درجه سانتی 27دقیقه در  02
 rotcev T-91GTp )nolcaniS( دنباله دار شدن در وکتور
  همسانه سازی شد. سازه نوترکیب در باکتری
ترانسفورم گردید  )انستیتو پاستور ایران( α5HD iloc.E
 آمپی سیلین  و lag-Xپس از کشت در حضور  و
 کلنی های سفید رنگ انتخاب و )amgiS ،ASU(
، RCPبه کمک،   CA-91GTpحضور سازه نوترکیب
؛ یید قرار گرفتأهضم آنزیمی و تعیین توالی مورد ت
 در  CAسازی ژن  همسانهزیر  سپس جهت
 ابتدا قطعه مورد نظر توسط ، a82TEpوکتوربیانی 
  ،)satnemreF، ainautiL(  IIIdniHآنزیم های
از سازه نوترکیب  ،)satnemreF، ainautiL( 1edN
 a82TEp جداسازی و در وکتوربیانی CA-91GTp
آنزیم فوق الذکر برش  2که توسط )negavoN، ASU(
زیر همسانه سازی  4Tداده شده بود، در حضور آنزیم 
این . حاصل گردید CA-a82TEpسازه نوترکیب  شد و
انستیتو ( )3ED( 12LB iloc.E در میزبان بیانیسازه 
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 )amgiS ،ASU(ن از کشت در حضور کانامایسی
، هضم آنزیمی و تعییین سکانس مورد RCPتوسط 
بیان پروتئین و  پس از آن به منظوریید قرار گرفت. أت
ه نو ترکیب ابتدا کلنی حاوی ساز، القای بهینه سازی
براث  BLمیلی لیتر از محیط  5در  CA-a82TEp
حاوی کانامایسین پس از یک شب  )ocfiD(
گراد کشت داده  درجه سانتی 73انکوباسیون در دمای 
رقیق شد و  1/001سپس از این محیط تازه به میزان؛ شد
 )DO( به دنبال انکوباسیون و رسیدن به جذب نوری
 نانومتر، از محلول 006در طول موج  0/6برابر با 
 )GTPI =edisonarypotcalagoiht-1-D-β lyporposI(
 ن تئیمیلی مولار، جهت القای پرو 1با غلظت نهایی 
ساعت  3مورد نظر به محیط افزوده شد و پس از 
ن ئیانکوباسیون با شرایط قبل، جهت بررسی بیان پروت
 امید اکریل پلی سولفات دسیل دو سدیم% 21روی ژل 
در مورد نمونه  .الکتروفورز گردید )EGAP SDS(
به صورت گفته شده  کنترل منفی، شرایط کشت کاملاً
به طور کامل  GTPI تنها مرحله القا با در بالا انجام شد و
حذف گردید. به منظور بهینه سازی بیان پروتیین 
، GTPIنوترکیب پارامترهایی چون نوع کلنی، غلظت 
شدند تا بهترین دمای رشد و مدت زمان القا بررسی 
 .شرایط بیان از لحاظ تجربی تعیین گردند
یید پروتیین نوترکیب تولید شده از أبه منظور ت
ترتیب که پس از روش وسترن بلاتینگ استفاده شد. به این 
%، باندهای 21 EGAP SDS الکتروفور پروتئین بر روی ژل
  )FDVP =ediroulfid enedilynivyloP(پروتئینی به کاغذ
 گردید و پس از بلوکه کردن جایگاه های منتقل 
به  )amgiS ،ASU( kliM demmikSغیر اختصاصی با 
 T-SBTبار شستشو با  3پس از آن  مدت یک ساعت و
میلی مولار،  01 LCH-sirT میلی مولار، 51 lCaN(
در  FDVPکاغذ  )،:HP 7/4، در %0/1  02 neewT
 ینیمجاورت آنتی بادی مونوکلونال ضد دنباله هیستید
بار  3 T-SBقرار گرفت و دوباره توسط  )gat sih itnA(
ساعت  2آن به مدت  پس از. شستشو صورت پذیرفت
در مجاورت آنتی بادی ثانویه کونژگه شده  FDVPکاغذ 
 1/0001 با رقت taoC( )PRH/GgI suom itna RPHبا 
با شرایط ذکر شده،  TSBTقرار گرفت و پس از شستشو با 
ان مشاهده باند در مجاورت با سوبسترای کاغذ مزبور تا زم
 قرار گرفت.)enidiznebonimaid-'3,3(  BAD
پس از دسترسی به بهترین شرایط بیانی پروتئین 
و آنالیز  EGAP SDSیید آن بر روی ژل أنوترکیب و ت
میلی لیتر  005وسترن بلات، تولید پروتئین در مقیاس 
محیط کشت، جهت تخلیص، صورت پذیرفت. برای 
از  ئین با توجه به وجود دنباله هیستیدینیلیص پروتتخ
روش واسرشت شدن بر روی ستون کروماتوگرافی 
اوره طبق HP بر اساس شیب  ATN-iNتمایلی با رزین 
دستورالعمل شرکت سازنده (کیاژن) استفاده گردید. 
 روش برادفورد غلظت پروتئین نوترکیب حاصل با 
 %21 EGSP SDS اندازه گیری وکیفیت آن برروی ژل
 ).02مورد ارزیابی قرار گرفت (
 
 :افته های
بوردتلا  کروموزومی ANDپس از استخراج 
 ، CAبه نام  ،TCAژن ناحیه کاتالیتیکی  تکثیر ،پرتوسیس
، در مناسب ترین دمای  ufpبا آنزیم RCPاز طریق واکنش 
درجه سانتی گراد)  56( اتصال پرایمرها به ژن مورد نظر
% در 1 بر روی ژل آگارز RCPه نتیج صورت گرفت.
پس از آن محصول  الف آمده است. -1ماره شتصویر 
از روی ژل جداسازی  ANDتوسط کیت تخلیص  RCP
 T/91GTpپس از دنباله دار شدن در وکتور  شد و
 حاصلCA-T/91 GTp ب یهمسانه سازی گردید. وکتور نوترک
 1edNو  IIIdniHآنزیم  2توسط هضم آنزیمی با 
 ؛ب) -1ماره شتصویر ( ید قرار گرفتیأمورد ت
سپس قطعه مورد نظر از روی ژل تخلیص و در 
زیر همسانه سازی گردید. وکتور   a82TEpوکتور
حاصل با موفقیت در  CA-a82TEpنوترکیب 
پس از آن  ترانسفورم و )3ED(12LB.ilocEباکتری 
هضم آنزیمی و  RCPروش کلنی  با تعیین توالی،
 قرار گرفت ییدأت مورد آنزیم ذکر شده 2توسط 
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 ج ب الف
  
   
 
 CAاستراتژی کلونينگ ناحيه  :1شماره تصویر 
تهیه شده از (CCTA sissutrep.B  7979 بوردتلا پرتوسیس نمونه کنترل مثبت سویه :1ستون  ؛RCPبه روش  CAتکثیر ژن  الف)
  ،)satnemreF( 1 bk : نشانگر3ستون  ،0021 pbدر  CAژن تکثیر یافته : 2ستون  ،تور ایران)بخش میکروب شناسی انستیتو پاس
 ،1 bK نشانگر :1. ستون IedNو  IIIdniHتوسط آنزیم های  CA-T/91GTpهضم آنزیمی وکتور نوترکیب  ب) ؛: کنترل منفی4ستون 
توسط  CA-a82TEpج) هضم آنزیمی وکتور نوترکیب  ؛IedN و IIIdniH برش یافته توسط  CA-T/91GTpوکتور نوترکیب :2ستون 
: وکتور نوترکیب برش یافته با 3ستون ،CA-a82TEpوکتور نوترکیب  :2ستون  ،1 bKنشانگر  :1ستون . IedN و IIIdniHآنزیم های 
 .IedNو  IIIdniHبرش خورده با  a82TEp: وکتور 5ستون  ،CA-a82TEPاز وکتور نوترکیب  RCP: کلنی 4ستون  ،IedN و IIIdniH
 
به منظور بهینه سازی شرایط بیان نیز، کلنی 
در محیط کشت  ،تری بود انتخابی که دارای بیان بیش
پس از  درجه کشت داده شد و 73مایع در دمای  BL
رسیدن به رشد کافی به منظور دسترسی به بهترین بیان 
  1و  0/8، 0/5، 0/2( GTPIغلظت های مختلف 
% مورد 21 EGAP SDSبر روی ژل  میلی مولار) القا و
الف) که مشخص  -2مارهشتصویر بررسی قرار گرفت (
بوده است. حال در میلی مولار  0/5بهترین غلظت  ،شد
مرحله بعد، از بهینه سازی کلونی مورد نظر با غلظت بهینه 
ساعت)  5و  4، 3، 2( ، در زمان های مختلفمیلی مولار /5
؛ ب) -2ماره شیر تصونیز مورد بررسی قرار گرفت (
درجه  83و  73، 53، 03سپس کلنی در دماهای مختلف، 
ج). این نتایج  -2ماره شتصویر ( گراد بررسی شد سانتی
نمایانگر آن بود که بیان پروتئین پس از رسیدن رشد 
نانومتر با  006در طول موج  0/6کتری به جذب نوری با
  و انکوباسیون در دمای GTPIمیلی مولار  0/5القای 
ساعت به حداکثر میزان  4درجه سانتی گراد به مدت  73
این نتایج در آنالیز وسترن بلات نیز مورد  خود می رسد.
 .د) -2 مارهشتصویر یید قرار گرفت (أت
پروتئین نوترکیب به دلیل وجود دنباله هیستیدنی با 
بر اساس شیب  ATN-iNروش کروماتوگرافی تمایلی با 
تصویر طور که در ( ). همان51اوره تخلیص گردید ( HP
ه) مشاهده می شود، تخلیص این پروتئین  -2ماره ش
) EGAP SDS erawtfos ,skrow baL(دانسیتومتری ژل 
% ممکن می باشد که این میزان 59در یک مرحله تا حدود 
تخلیص برای اکثر کاربردهای تحقیقی و تشخیصی مناسب 
 0001 pb
 0051pb  0021pb 
   1        2          1       2        3       4    
 0021pb 
 0021pb 
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زه گیری در است. اندازه گیری های انجام شده به روش اندا
و کیت پروتئین سنجی، نمایانگر آن است که با  082DO
استفاده از این سیستم امکان پروتئین تخلیص شده به میزان 
 وجود دارد. میلی گرم بر لیتر 52
 
 ب  الف




 ه د ج






 و وسترن بلات EGAP SDSتوسط  CAئين تخليص پروت آناليز بيان و :2ماره شتصویر 
 
: نمونه قبل از 1ستون ، )satnemreF(: نشانگر پروتئینی Mستون ؛ )GTPI(بررسی غلظت های مختلف  بهینه سازی شرایط بیان الف)
نه سازی بهی ب) ؛میلی مولار 1و  0/8، 0/5، 0/2به ترتیب در غلظت های  GTPIنمونه های بعد از القای  5، 4، 3، 2ستون  ،القا
ساعت پس از  4نمونه  :2ستون  ،ساعت پس از القا 3نمونه  :1ستون  ؛)GTPI( های مختلف پس از القای شرایط بیان (بررسی زمان
  ،: نمونه قبل از القا4ستون، )satnemreF( نشانگر پروتئینی  :M ستون، ساعت پس از القا 5: نمونه 3ستون ، القا
 83: القا در دمای 1ستون ؛ )GTPIج) بهینه سازی شرایط بیان (بررسی زمان های مختلف القا  ؛ساعت القا 2: نمونه پس از 5ستون 
: القا در 4ستون  ،: نمونه قبل از القا3ستون ، : مارکر پروتئینیMستون ، گراد درجه سانتی 73: القا در دمای 2ستون  ،گراد درجه سانتی
: 2ستون ،: کنترل منفی1 ستون ؛د) آنالیز وسترن بلات ؛گراد درجه سانتی 03: القا در دمای 5ستون ، گراد درجه سانتی 53دمای 
: 2ستون  ،: پروتئین نوترکیب تخلیص شده1ستون  ؛ه) تخلیص پروتئین نوترکیب ؛: مارکر پروتئینیMستون  ،پروتئین نوترکیب
: 6ستون  ،: نمونه بعد از القا5ستون  ،welf repuS: 4ستون ،:HP6/3شستشوی پروتئین در  :3، ستون :HP5/9ر شستشوی پروتئین د
 .)satnemreF(: نشانگر پروتئینی  Mستون، نمونه قبل از القا
 
 1      2        3         M      4        5 
 54 DK 54 DK
 54 DK
 52 DK







 84 DK 54 DK
 53 DK
 54 DK
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 بحث:
ه فاکتورهای ویرولانس حائز از جمل TCA
ترمینال خود  -N، در ناحیه پرتوسیس بوردتلا اهمیت
   CAاسید آمینه، به نام 004دارای دمین کاتالیزوری با 
آنزیمی و تبدیل غیر قابل می باشد که با فعالیت 
و نیز مهار فاگوسیتوز  PMAcبه  PTAبازگشت 
ماکروفاژها  نقش مهمی در ایجاد بیماری سیاه سرفه 
نیز در  ). این ناحیه نقش کاربردی مهمی9،8،2دارد (
افزایش اثرات آپوپتوتیک داروهای ضد سرطانی داشته 
 و می تواند با انتقال پروتئین از باکتری به سلول های
یوکاریوت به عنوان یک گزارشگر انتخابی ایفای نقش 
). از طرفی با توجه به این که اپیتوپ های 01-31کند (
DC
به طور ژنتیکی درون دمین  llec-T ،+8DCو  +4
و  tragnieWنیز طبق مقاله ای توسط  قرار گرفته و CA
 1D5 و 1D3مبنی بر وجود آنتی بادی های  مکارانه
به  CAدمین  د کهکرتصور ان علیه این دمین، می تو
دلیل داشتن خواص ایمونوژنیکی می تواند در تهیه 
واکسن، آنتی بادی های مونوکلونال ونیز کیت های 
 )،22،12( تشخیصی بر پایه الایزا، مورد استفاده قرار گیرد
بومی مناطق  پرتوسیس بوردتلالذا با توجه به اینکه 
واکسن و  مختلف جغرافیایی هتروژن می باشند، تهیه
کیت تشخیصی بر اساس بومی بودن باکتری اهمیت 
پیدا کرده که این خود توجیهی برای کلونینگ، بیان 
و تخلیص این پروتئین از سویه بومی در ایران می 
 اینکه با وجود پوشش واکسیناسیون علیه  باشد. کما
 سیاه سرفه تلفات ناشی از این باکتری را شاهد 
یل آن می تواند به علت می باشیم که یکی از دلا
 .بومی نبودن واکسن در ایران باشد
توسط  CAتوجه به مطالب اشاره شده، دمین  با
و همکاران مورد  nnahoJو همکاران و  reiguoV
این مطالعه بر روی اسید . )81،71مطالعه قرار گرفت (
صورت  984تا  1مینه آو بر روی اسید  483تا  1مینه آ
طالعات جهت تولید پروتئین گرفت. در هر دوی این م
جهت  RLBiloc.Eو میزبان   RTpنوترکیب از وکتور
بیان پروتئین نوترکیب استفاده گردید. در این مطالعات 
باکتری به  DO 006 نیز مانند مطالعه ما، پس از رسیدن
گراد صورت  درجه سانتی 73در دمای  CA، بیان 0/6
رجه پس از تخلیص پروتئین به دست آمده، د گرفت و
 % را نشان داد.59خلوصی برابر با 
طبق بررسی های ما، مطالعه بر روی کل 
از گذشته  بسیار گسترده می باشد و نسبتاً TCAپروتئین 
تا حال به منظور بررسی خواص گوناگون آن، بیان 
 در اکثر موارد درون  TCAپروتئین نوترکیبب 
و تنها  صورت گرفته است iloc.Eسویه های مختلف 
و در  31Mدر یک مورد خاص درون باکتریوفاژ 
گزارش  پرتوسیس بوردتلاموردی دیگر درون باکتری 
 ولی تاکنون مطالعه ای در جهت  )،32-62( شده است
، به منظور CAبهینه سازی شرایط بیان دمین کاتالیتیک 
دسترسی به میزان بالای پروتئین صورت نگرفته است. 
ه ما، پس از شناسایی خواص بدین منظور، در مطالع
ر های بیوانفرماتیک، از وکتو آنزیمی این ناحیه با روش
انجام  7T ه بیان ژن را تحت کنترل پروموترک a82TEp
وری بسیار بالا  به عنوان وکتور بیانی با بهره ،می دهد
از  001 DK همچنین در مطالعه ای بر روی؛ استفاده شد
که دارای  b51TEp بیانی ، از وکتورTCAپروتئین 
 می باشد، تولید پروتئین به میزان  7T پروموتر
 دست ه میلی گرم در یک لیتر محیط کشت ب 02
. در این مطالعه نیز همانند مطالعه حاضر از میزبان )72( آمد
که بیان بالای  استفاده شد )3ED(12LB iloc.Eبیانی 
مد بودن آپروتئین به مقدار ذکر شده دلیل محکمی بر کار
لقا شده در این مطالعه ا GTPI سویه می باشد. غلظت این
 ، انجام شده بود TCA از پروتئین 001 DK که بر روی
گراد می باشد که  درجه سانتی 73در دمای  میلی مولار 1
  0/5ما با بهینه سازی شرایط بیان، این غلظت را به 
بازدهی تولید پروتئین را به میزان  رساندیم ومیلی مولار 
ی گرم بر لیتر افزایش دادیم. اهمیت این موضوع در میل 52
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 (که قیمت نسبتاً GTPIتر  چرا که مصرف کم ،می دهد
بالایی دارد) باعث کاهش هزینه های تولید می گردد. 
لازم به ذکر است که مطالعه دیگری در ایران جهت کلون 
دیگری از بوردتلا پرتوسیس انجام گرفته بیان آنتی ژن  و
 1S). این فاکتور ویرولانس که ساب یونیت 91است (
توکسین پرتوسیس می باشد، جهت بهینه سازی در 
کلون گردید که  4DEAp و b22TEp وکتورهای بیانی
که دارای  b22TEpاز وکتور  ،در ادامه نشان دادند
ی توان م 4DEApی باشد، نسبت به وکتور م 7T پروموتر
تری از پروتئین را داشت. در این مطالعه  انتظار بیان بیش
جهت  )3ED(12LB loc.Eنیز همانند ما از میزبان بیانی 
بهینه سازی بیان استفاده شده است که نشان دهنده کارآمد 
 در تولید حداکثر میزان پروتئین  iloc.Eبودن این سویه 
توکسین  1S اما در مطالعه ذکر شده ساب یونیت ،می باشد
 پرتوسیس از سویه استاندارد بوردتلا پرتوسیس استخراج و
که در مطالعه ما  مورد مطالعه قرار گرفته است، در حالی
همان طور که دلایل آن نیز ذکر شده است، از سویه بومی 
بوردتلا پرتوسیس استفاده شده است که این خود دلیل 
 .محکمی بر ویژگی مطلوب این تحقیق می باشد
 
 تیجه گیری:ن
در مطالعه حاضر، با استفاده از وکتور بیانی 
و القای تنها  )3ED(12LBiloc.Eمیزبان بیانی  و a82TEp
گراد به  درجه سانتی 73در دمای  GTPI، میلی مولار 0/5
، 0/6باکتری به  006DOساعت، پس از رسیدن  4 مدت
با  CA پروتئین نوترکیب میلی گرم بر لیتر 52به میزان 
پروتئین نوترکیب  .% را تولید کرد59خلوص  میزان
 حاصل هیچ گونه جهشی نداشته و به راحتی توسط 
مورد شناسایی قرار گرفته است، لذا این  gat sih itnA
میزان تخلیص برای اکثر کاربردهای  پروتئین با چنین
 تحقیقی و تشخیصی مناسب است.
 
 تشکر و قدردانی:
تیتو پاستور این مقاله حاصل قسمتی از طرح انس
 29/11/51می باشد که در تاریخ  7751ایران با کد 
لذا بدینوسیله از این مرکز پژوهشی  ،تصویب شده است
کلیه همکاران بخش  به دلیل حمایت های مالی و
میکروب شناسی که ما را در این پژوهش همکاری 
 قدردانی می نمایم. صمیمانه تشکر و ،کرده اند
 بع:منا
 lacimehc dna seitivitca lacigoloiB .EW namdloG ,AL tdlawreH ,LH ohC ,TB noskooC .1
 :)7(75 ;9891 nummI tcefnI .sissutrep alletedroB fo nixototyc laehcart deifirup fo noitisopmoc
 .9-3222
 alletedroB fo srotcaf ecneluriV .S hgniS ramuK R ,dnuaS hgniS ,J ivagrahB ,M M ,ubaB.2
 .22-2151 :)21(08 ;1002 .icS seR rruC J .sissutrep
 fo snoitatsefinam lacinilc dna ,ygoloimedipe ,sisenegohtap raluceloM .DJ yrrehC ,S oottaM .3
 nilC .seicepsbus alletedroB rehto dna sissutrep alletedroB ot eud snoitcefni yrotaripser
 .28-623 :)2(81 ;5002 .veR loiborciM
 dna tnemeganam ,sisongaid ,ygoloimedipe fo weiver :sissutreP .P erytnIcM ,N dooW .4
 .11-102 :)3(9 ;8002 .veR ripseR rtaideaP .noitneverp
 ni retsoob sissutrep ralullecA .J eseiL ,HB yksdarholeB ,S lehcsrU ,D ltraH ,A farG ,N rebeiR .5
 :)3(6 ;1102 .eno SolP .esnopser enummi llec T +8DC yromem dna 1hT secudni stnecseloda
 .17271e
 etalyneda lairetcab evisavni na yb desuac ecnetopmi etycogahP .WJ notaE ,LD refnoC .6
 .05-849 :)3654(712 ;2891 .ecneicS .esalcyc
 alletedroB .J uaenipohC ,D tnadaL ,MJ ellessioveD ,A lanehC ,C issoR ,R onaizeneV .7
 dacA ltaN corP .reyalib dipil derehtet a ssorca noitacolsnart nixot esalcyc etalyneda sissutrep
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Background and aims: Adenylate cyclase toxin is one of the immunogenic virulence factors 
secreted by Bordetella pertussis, that consists of catalytic domain corresponding to the 400  
N-terminal residues called AC. This domain can stimulate cAMP synthesis in eukaryotic cells, 
and it has an important role in development of pertussis. It also can be used as a cell biology tool 
and in anti-cancer drugs. The aim of this study was to achieve high expression of the antigenic 
properties of the AC to evaluate its use in vaccines, adjuvant or the provision of diagnostic kits. 
Methods: In this experimental study, AC domain amplified by PCR reaction, and cloned into 
pET28a vector and expressed in the E. coli BL21 (DE3) host. After the optimization of 
expression, protein analysis by SDS PAGE gel and Western blot analysis were performed. 
Purification was carried out on column chromatography (NI-NTA). 
Results: AC fragment was cloned successfully into a pET28a vector and under expression 
system with a concentration of 0.5 mM IPTG induction after 4 hours at 37 °C, AC can be 
expressed as a function of maximum yields 25mg/L and 95% purity.  
Conclusion: This study showed that the induction of expression using only 0.5 mM IPTG can 
result in the over expression of the catalytic domain of protein ACT with maximum purity. This 
amount is appropriate for many applications, including research and diagnosis. 
 
Key words: Cloning, Expression optimization, Adenylate cyclase catalytic domain, 
Bordetella pertussis. 
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